异基因外周血干细胞移植（allo-PBSCT）目前广泛应用于血液病患者的治疗，移植疗效与供受者造血及免疫系统的嵌合状态密切相关。嵌合状态是指在异基因移植后供者细胞植入受者体内，供受者双方造血细胞达到共存的现象[@b1]。移植后受者体内供者细胞所占百分比即为供者细胞嵌合（donor chimerism, DC）率；完全供者嵌合（full donor chimerism, FDC）状态是指在异基因移植后的受者标本中供者细胞占受者的骨髓或外周血细胞比例≥99%[@b2]。为评价移植后早期FDC对预测血液病患者清髓性allo-PBSCT预后的意义，我们回顾性分析了行清髓性allo-PBSCT治疗的72例血液病患者临床资料，现报道如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：以2016年2月至2017年7月在我院造血干细胞移植中心行清髓性allo-PBSCT治疗的72例血液病患者为研究对象，男44例，女28例，中位年龄36.5（4\~59）岁。其中重型再生障碍性贫血（SAA）15例、骨髓增生异常综合征（MDS）14例、慢性粒-单核细胞白血病（CMML）2例、急性髓系白血病（AML）24例、急性淋巴细胞白血病（ALL）13例、多发性骨髓瘤（MM）1例、淋巴瘤2例、原发性骨髓纤维化（MF）1例。

2．供者：HLA配型高分辨10/10位点相合同胞供者35例、亲缘单倍型相合供者27例、HLA配型高分辨10/10位点相合无关供者9例、9/10位点相合无关供者1例。其中，男供男27例，女供女13例，男供女15例，女供男17例；供者、受者ABO血型相合46例，次要不合8例，主要不合15例，主次均不合3例。

3．造血干细胞采集与回输：均为PBSCT。采用重组人粒细胞集落刺激因子（G-CSF）10 µg·kg^−1^·d^−1^动员供者干细胞，连用5\~6 d，第5天起以COBE Spectra或CS3000血细胞分离机连续采集外周血造血干细胞1\~2 d，回输外周血单个核细胞（PBMNC）中位数为8.00（2.61\~15.15）×10^8^/kg，回输CD34^+^细胞中位数为2.98（1.51\~9.52）×10^6^/kg。

4．预处理方案：均为清髓性。①15例SAA患者接受氟达拉滨（Flu）+环磷酰胺（Cy）+兔抗人胸腺细胞球蛋白（ATG）±白消安（Bu）方案。②AML、MDS、CMML、MF患者41例，接受Bu+Cy+Flu+阿糖胞苷（Ara-C）或去甲氧柔红霉素方案，MDS患者在此基础上合用地西他滨。③ALL、淋巴瘤、MM患者16例：14例接受全身照射（TBI）+Cy+Flu+Ara-C方案，2例接受TBI+美法仑方案。

5．移植物抗宿主病（GVHD）预防：①14例予环孢素A（CsA）+短疗程甲氨蝶呤（MTX）；②58例予他克莫司+MTX；③单倍型相合供者移植及无关供者移植患者，在①或②基础上合用ATG及霉酚酸酯。

6．标本采集及移植后DC检测：移植前采集72例受者及62例亲缘供者骨髓2\~3 ml、无关供者采集物0.5\~1 ml。移植后1、2、3个月定期采集受者骨髓2\~3 ml。采用PCR扩增短串联重复序列（STR）定量检测供者细胞百分比，计算DC率。FDC定义为供者细胞占受者的骨髓或外周血细胞比例≥99%[@b2]。

7．疗效评定及随访：植入指标同文献[@b3]，复发定义参照文献[@b4]标准。随访截止日期为2018年4月30日，中位随访462（47\~805）d，无一例失访。观察患者GVHD发生情况、总体生存（OS）、无病生存（DFS）及复发率（RR）；评价移植后早期达FDC对OS、DFS及RR的影响。OS时间：从造血干细胞回输至患者死亡或随访截止日期。DFS时间：从造血干细胞回输至复发、死亡或随访截止日期。

8．统计学处理：采用SPSS 21.0软件进行统计分析。DC率采用中位数（*P*~25~，*P*~75~）进行描述，采用Mann-Whitney *U*检验比较发生与未发生aGVHD组DC率的差异。以Kaplan-Meier曲线进行生存分析，率的组间比较采用Log-rank或Breslow检验。检验水准*α*=0.05。

结果 {#s2}
====

1．造血重建：72例患者移植后均获得粒系造血重建，ANC≥0.5×10^9^/L的中位时间为移植后13（10\~28）d；66例脱离血小板输注，PLT≥20×10^9^/L的中位时间为移植后15（10\~44）d。移植后1、2、3个月中位DC率分别为99.215%（96.85%，99.80%）、98.66%（95.77%，99.70%）、99.31%（97.14%，99.75%）。

2．GVHD发生及与DC的关系：40例（55.6%）患者发生急性GVHD（aGVHD），中位发生时间为移植后35.5（13\~90）d。发生与未发生aGVHD组移植后1、2、3个月的DC率分别为98.89%（96.85%，99.83%）对99.26%（96.46%，99.79%）（*z*\<0.001，*P*=1.000）、98.82%（96.39%，99.57%）对98.58%（94.95%，99.78%）（*z*=−0.238，*P*=0.812）、99.32%（97.21%，99.69%）对99.25%（96.77%，99.78%）（*z*=−0.136，*P*=0.892），两组移植后不同时间DC率差异均无统计学意义。23例（31.9%）患者发生慢性GVHD（cGVHD），中位发生时间为移植后169（94\~475）d。

3．影响生存的危险因素分析：55例患者存活，2年OS率为（68.9±7.7）%；45例无病存活，2年DFS率为（59.5±6.3）%。单因素分析显示患者性别、年龄（≥36.5岁/\<36.5岁）、供者来源、供受者血型、供受者性别、是否发生aGVHD和cGVHD、移植后3个月是否达FDC均不是OS与DFS的影响因素（[表1](#t01){ref-type="table"}）。移植后2个月达FDC组和未达FDC组OS率分别为（85.2±6.9）%、（66.1±7.7）%（*χ*^2^=3.816，*P*=0.051）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}），DFS率分别为（76.7±7.7）%、（48.9±8.1）%（*χ*^2^=5.331，*P*=0.021）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}），达FDC患者生存率均高于未达FDC组。移植后1个月达FDC与未达FDC组DFS率分别为（49.7±8.2）%、（74.2±7.9）%（*χ*^2^=3.944，*P*=0.047），达FDC组患者低于未达FDC组。

![移植后2个月是否达到完全供者嵌合（FDC）对患者异基因外周血干细胞移植后总生存的影响](cjh-39-11-932-g001){#figure1}

![移植后2个月是否达到完全供者嵌合（FDC）对患者异基因外周血干细胞移植后无病生存的影响](cjh-39-11-932-g002){#figure2}

###### 72例患者行清髓性allo-PBSCT后影响2年生存及复发的单因素分析

  影响因素            例数    总生存     无病生存   复发                                                   
  ------------------ ------ ----------- ---------- ------- ----------- ------- ------- ----------- ------- -------
  性别                                    1.277     0.258               0.001   0.995               1.339   0.247
   男                  44    80.4±6.3                       62.3±7.5                    29.5±7.3           
   女                  28    56.4±13.1                      58.8±9.6                    15.3±7.1           
  年龄                                    0.099     0.753               2.872   0.090               3.025   0.082
   ≥36.5岁             36    58.5±13.0                      50.6±8.6                    33.4±8.4           
   \<36.5岁            36    79.7±6.9                       71.4±7.6                    14.7±6.1           
  供者来源                                1.756     0.185               0.175   0.676               2.791   0.095
   同胞及无关          45    70.9±12.1                      60.1±7.6                    31.4±7.3           
   亲缘单倍型          27    62.4±10.8                      62.2±9.5                    11.7±6.4           
  供受者血型                              0.003     0.955               0.295   0.587               1.167   0.280
   血型不合            26    75.8±8.6                       63.2±9.8                    18.2±8.5           
   血型相合            46    73.6±6.9                       59.6±7.4                    27.7±6.8           
  供受者性别                              4.133     0.247               1.546   0.672               5.235   0.155
   男供男              27    76.6±8.4                       68.6±9.3                    21.0±8.5           
   男供女              15    54.4±14.0                      55.4±13.6                    6.7±6.4           
   女供男              17    86.3±9.2                       52.9±12.1                   41.2±11.9          
   女供女              13    76.2±12.1                      61.5±13.5                   23.1±11.7          
  是否发生急性GVHD                        0.263     0.608               2.178   0.140               2.857   0.091
   是                  40    79.1±6.6                       69.3±7.4                    15.3±5.8           
   否                  32    68.4±8.9                       49.9±9.3                    35.6±9.3           
  是否发生慢性GVHD                        2.398     0.121               1.870   0.171               0.582   0.446
   是                  23    86.5±7.3                       73.9±9.2                    17.4±7.9           
   否                  49    68.2±7.1                       54.5±7.4                    27.7±6.9           
  1个月达到FDC                            2.034     0.154               3.944   0.047               1.685   0.194
   是                  32    67.5±7.8                       49.7±8.2                    31.6±8.1           
   否                  40    82.7±7.1                       74.2±7.9                    15.8±6.5           
  2个月达到FDC                            3.816     0.051               5.331   0.021               1.740   0.187
   是                  40    85.2±6.9                       76.7±7.7                    16.6±6.8           
   否                  32    66.1±7.7                       48.9±8.1                    30.4±7.8           
  3个月达到FDC                            1.075     0.300               1.151   0.283               0.800   0.371
   是                  42    78.8±6.2                       65.0±7.6                    23.8±7.1           
   否                  20    68.1±8.8                       55.3±9.3                    24.8±8.1           

注：allo-PBSCT：异基因外周血干细胞移植；FDC：完全供者嵌合

4．影响复发的危险因素分析：72例患者中16例于移植后157（32\~374）d复发，2年RR为（24.1±5.3）%。单因素分析显示患者性别、年龄、供者来源、供受者血型、供受者性别、是否发生aGVHD、是否发生cGVHD，以及移植后1、2、3个月是否达FDC均不是RR的影响因素（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

讨论 {#s3}
====

allo-HSCT后DC的检测方法早期主要为免疫生化分析，耗时长，敏感性及特异性均较差。近年来，DC的检测方法发展迅速，目前临床常用的包括荧光原位杂交（FISH）技术、可变串联重复序列（VNTR）及STR。FISH技术敏感性高、快速、安全、可定量，但只能应用于异性别移植后DC监测。VNTR与STR的敏感性及特异性均较高，检测所需要的细胞量较少，可适用于几乎全部供受者。VNTR由长度为8\~50 bp的重复序列组成；STR则为长度3\~7 bp的重复序列，可以显示出高度的杂合性、多态性及个体化[@b5]，较VNTR敏感性更高。因此，本研究中我们选择目前临床最佳方法PCR-STR作为DC检测手段。

关于PCR-STR技术及标本来源近几年也有相关研究[@b6]--[@b7]，骨髓或外周血均可用于移植后DC的分析。Qin等[@b8]分析了21例复发白血病患者接受allo-HSCT后骨髓及外周血的DC。该研究结果显示采用骨髓标本的DC检测敏感性优于外周血标本，差异有统计学意义（*P*=0.001），这可能与受者细胞较早出现在骨髓中相关。本研究我们选择移植后1、2、3个月受者骨髓标本进行PCR-STR检测DC情况，可以更早反映DC变化趋势，指导临床治疗。

FDC常见于清髓性移植后，供受者混合嵌合（mixed chimerism，MC）状态多出现于减低强度（reduced-intensity conditioning，RIC）预处理或去T淋巴细胞移植后[@b9]。此外，PBSCT输入的造血干细胞及淋巴细胞数量多，有利于供者细胞植入与DC率的提高。本研究中72例血液病患者均接受清髓性allo-PBSCT，移植后获得粒系造血重建，移植后1、2、3个月中位DC率分别为99.215%（96.85%，99.80%）、98.66%（95.77%，99.70%）、99.31%（97.14%，99.75%），多数患者达到FDC标准，可能与患者接受的是清髓性预处理及干细胞来源于外周血有关。

文献报道移植后出现的移植物排斥（graft rejection，GR）、复发及GVHD发生等与DC相关。Gabr等[@b10]研究发现早期（+28 d）FDC与allo-HSCT预后相关，可以提高DFS率；Faraci等[@b11]研究发现FDC增加aGVHD及cGVHD发生率。本研究中单因素分析结果显示移植后2个月达FDC组和未达FDC组OS率分别为（85.2±6.9）%、（66.1±7.7）%（*χ*^2^=3.816，*P*=0.051），DFS率分别为（49.7±8.2）%、（74.2±7.9）%（*χ*^2^=5.331，*P*=0.021），移植后1个月达FDC与未达FDC组DFS率分别为（49.7±8.2）%、（74.2±7.9）%（*χ*^2^=3.944，*P*=0.047）。移植后2个月达到FDC组患者预后好，分析其原因可能与达FDC组RR低于未达FDC组有关\[（16.6±6.8）%对（30.4±7.8）%，*χ*^2^=1.740，*P*=0.187\]。移植后1个月达FDC患者可能其GVHD发生风险高、移植相关死亡率高，所以移植后1个月时达FDC者DFS率低于未达FDC者。移植后3个月是否达到FDC对OS、DFS、复发的影响和移植后2个月结果一致，达到FDC组患者预后好，但3个月时的数据差异无统计学意义（*P*\>0.05），可能因为2个月时，对于DC率稍低、高危复发趋势的患者采用了减少免疫抑制剂用量、供者淋巴细胞输注等手段来干预，从而导致3个月时的数据虽然仍有类似趋势，但差异无统计学意义。关于这一现象尚需扩大临床病例观察以验证。

此外，应强调的是移植后受者DC呈动态变化过程，早期形成的FDC可能继续保持稳定的FDC，亦可能随受者细胞比例增多转变为MC；而在早期检测到的MC可能维持稳定的MC，或者因供者细胞增多而形成FDC，亦可能随着供者细胞逐渐减少而导致GR。目前，DC检测的临床意义尚存争议，这主要与不同研究中所采用预处理方案、移植物来源、DC率的测定时间不同等诸多因素相关。因此，动态监测嵌合状态的变化过程对GR、复发及GVHD更具有判断意义。蒋瑛等[@b12]研究结果表明不同淋巴细胞亚群嵌合水平会影响异基因移植受者预后。我们取部分患者外周血标本分选T、B、NK淋巴细胞进行DC检测，观察到受者T淋巴细胞DC与移植排斥及疾病复发有一定相关性。

综上，清髓性allo-PBSCT后患者是否早期达FDC对移植预后具有重要预测价值，移植后2个月达FDC患者OS及DFS明显优于未达FDC患者，提示对未达FDC患者进行干预对于减少RR、提高OS及DFS具有重要意义。DC在预测aGVHD发生方面尚存在缺陷，需要进一步行DC动态监测及完善不同淋巴细胞亚群嵌合水平等研究，以寻找DC与预测临床预后更佳的契合点。
